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Highincidenceoftuberculosisandmalignanciesinhemodialysispatientssuggeststhedistur-
banceofcellularimmunityinthesepatients.ThehighprevalenceofhepatitisCvirusinfectionhas
alsobeenreportedinhelnodialysisunits,Inthisreport,weevaluatenaturalkillercellsin
hemodialys{spa亡ientswithhepatitisCvirusinfection.Ninehemodialysispatientswereincludedin
thisstudy;5werehepatitisCvirusRNApositive(1neanage,50.4years)and4patientswerenegative
forhepatitisCvirusRNA(meanage,65.Oyears).Naturalkillercellswerede亡ectedbyfiow
cytometryafterstainingwithfluorescence-conjugatedlnonoclonalantibopdies(arlti-CD3andanti-
CD56).PopulationsoftotalCD3-CD56+,CD3-CD56diminlymphocytefractionwere17.5±11.0%,
15.5±10.8%inhepatitisCvirus-posit量vepatients,arldtheyweresignificantlylowerthanthosein
uninfectedpatients(35.O±14.0%and34.3+14.2%).However,therewasnostatisticaldifferencein
CD3-CD56b「ightpopulationbetWeenthegroups、Up-regulatiOnOfCD69expreSsionaf亡erstilnulation
withanti-CD16wasobservedandtherewasnostatisticaldiffererlcebetweenthetwogroups.
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Cytokineproductionafteranti-CD16stirnulationwasnots亡atisticallydifferentbetweenthetwo
groups.Inconclusion,althoughhepatitisCvirusinfectionmayaffectnaturalkillercellpopulation
illhemodialysispatients,thefunctionsofnaturalkillercellsasevaluatedbytheactivationand
cytokineproductionwerewellmaintainedinpatientswithhepatitisCvirusi1ユfection.
性糸球体 腎炎6名,糖 尿病性 腎症1名,逆 流性 腎
は じ め に 症1名 ,IgA腎症1名,ネ フw一 ゼ症候群1名 で
C型 肝炎 ウ ィルス(HCV)は,主 に血液 を介 し あった。 本研 究 は,東 北大学 医学部 及 び両施設 の
て伝 播 す るRNAウ ィル スで あ る。HCVは 肝細 倫理委 員会の承認 を得た後 に,研 究 に参加 す る各
胞 と一部 の リンパ球 を標 的細胞 とし,宿 主 の免疫 個人 よ りイ ンフ ォーム ド ・コ ンセ ン トを得 て実施
機構 やイ ンター フ ェロン(IFN)からエ スケープ し した。
て持続感 染 を引 き起 こす。 また,ヒ トの肝臓 に感HCV感 染 の判定 は,HCV抗 体測定(第3世 代
染す る と,70-80%と高率 に持続感 染 へ と移行 すHCV抗 体検 査,ロ ッシ ュ・ダイア グノーステ ィッ
る。これ によ り引 き起 こされ るのが,C型 慢i生肝 炎 クス,東 京)及 びHCVRNAア ンプ リコア定量ハ
で ある。また,C型 慢性肝 炎の30-60%は肝硬変,イ レンジ法(ロ ッシュ ・ダ・fアグ ノー ステ ィック
肝癌 に進行す る。 ス)で行 い,両者 ともに陽性 の症例 をHCV感 染者
血液 透析患者 は,健 常人 と比 較 してその細胞性 とした。
免疫能 が低下 し,発 癌率 や結核 羅患率 が高い こ と1)細 胞分離及 び培養
が報 告 されて い る1)。また,血 液 透 析 患者 の10一 採 血 した新 鮮 末梢 血 か らFicoll比重 遠 心法 に
20%は,HCV感 染が血清学 的 に証 明 され るとさ よ り,末梢 血単核球(PBMC)を分離 した。5%FBS
れてい る2・3)。 加RPMI1640培地(GIBCOInvitrogencellcul一
ナチ ュラルキ ラー(NK)細 胞 は,大 型穎 粒 リンture,東 京)を 用 いて,PBMCを2×106/mlに調
パ球 で,抗 原 やサ イ トカイ ンな どの前感作 なしに 節 し,24穴培 養 プ レー ト(BDbiosciences,San
標 的細 胞 を傷害 す る,自然免疫細 胞 であ る。NK細Jose,CA)に て,37℃,5%CO2イ ンキ ュベー ター
胞 の主 な役割 は,正 常 な 自己 のMHCを 発現 して 内で16時 間培 養 した。刺激 に は,抗CD16抗 体
いない感染細胞 や腫瘍細胞 を認識 して細胞 障害 を(BDbiosciences,U.SA)1μg/m1を用いた。細
もた らす ことで ある。最近,NK細 胞 には2つ の亜 胞 内 染 色 に あた って は,培 養 終 了6時 間前 に1
集 団 が 存 在 し,CD56発 現 強 度 の 違 い に よ り,μ9/mlのGolgiPlug(BDBiosciences)を添加 し
CD56b「'9htNK細胞,CD56dimNK細胞 に分類 され た。
るこ とが想定 され るよ うにな り,CD56b「ightNK細2)染 色
胞 は主 にサイ トカイ ン を産 生 し,CD56d'mNK細 表面染色
胞 は主 に細胞 障害性 があ る とされ てい る4)。5×105cellsのPBMCを 遠心洗 浄(300×g,6分
今回,血 液透析 患者 のNK細 胞 に対す るC型 慢 問)し,染 色バ ッフ ァー(0.1%ウシ血 清 アルブ ミ
性肝炎 の影 響 について検 討 したので報 告す る。 ン添加 リン酸緩衝液)に懸濁 させ,FITC標識 一抗
CD3抗体(BDBiosciences),APC標識 抗CD56
対象 と方法 抗体(MiltenyiBiotec,Germeny),PE標識 一抗
本研究 に は,宮 城 県の2施 設 で血 液透析 を受 けCD69抗 体(BDBiosciences)を添加 し,よ く混
て い る慢性 腎不全 患者9例 を対象 とした。内訳 は,和 した後,氷 上遮光 で30分 イ ンキュベ ー トした。
男性:6名,女 性:3名,年 齢34～72歳(平 均 年 染色 バ ッフ ァーにて遠 心洗浄 した後,1%パ ラ ホ
齢:56.9歳)であった。慢性 腎不 全 の原疾 患 は慢 ル ムアル デヒ ドで固定 した。
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細 胞内染色Cytofix/CytoPerm及 びPerm/Wash(いず れ も
培 養 したPBMCを 遠心 洗浄 し,PerCP標識 一BDBiosciences)を用 いて,細 胞 膜 透 過 処理 を
抗CD3抗 体,APC標 識 一抗CD56抗 体 を添加 し,行 った。 その後,PBMCを 遠心洗 浄後,FITC標
よ く混和 した後,氷 上遮光で30分 イ ンキ ュベ ー ト 識 一抗IFNγ 抗体(BDBiosciences),PE標識 一
し た。染 色 バ ツファーに て 遠 心 洗 浄 し た 後,抗TNFα 抗体(BDBiosciences)を添加 し,よ
く混和 した後,氷上遮 光で30分 イ ンキ ュベ ー トし
104-一 一 ■ た。Perm/Washにて遠 心洗浄 した後 ,1%パ ラホ
ルムアル デ ヒ ドで固定 した。
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cD、F、卍1010の う ち,CD69を 発 現 し て い る も の を 活 性 化NK
細胞 とした(図2-B,d)。細 胞 内染色 で は,CD3一
図L辮 騰 畏難;
ける代表的なCD3/CD56CD56・のNK細 胞におけるIFN第TNM発
の染 色例。a+bの範 囲 をNI(細胞(CD3一 現 を解析 した(図3-B)。アイ ソタイ プ・コン トロー
謙 罐 欝 彪騨 欝 禦 謄 ・レと』てYウスlgG・pE・lgG・bFITC(いずれも
の範囲をNKT細 胞(CD3・CD56・)として解析BDBlosclences)を 使 用 した(図2-A・ 図3-A)。
を行った。 統 計 学 的 有 意 差 の 検 討 に は,SPSSver.17
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図2.NI(細 胞 にお け るCD69発現 の解 析
NK細 胞(CD3-CD56')にお け るCD69の発 現 の解 析 結果 を示 す。 ア イ ソタ イプ ・コ ン トP一 ル(lgG上
PE)のプ ロ ッ トを基 に(図2-A),図2-Bのdの ゲ ー トを設定 し,活1生化NK細 胞(CD3-CD56+CD69+)
として 解析 を行 っ た。
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図3.細 胞 内染 色 の解 析
抗CD16抗 体 に て刺 激培 養 を行 っ た検 体 に お け るNK細 胞(CD3-CD56+)の細 胞 内 染色 例 。 ア イ ソ タ
イ プ ・コ ン トロー ル(lgGlPEおよびIgG、、FITC,図3-A)の染色 結 果 を も とに,図3-Bの 如 くゲ ー
トを設 定 し 工FNγ産 生 とTNFα 産 生 を測 定 した 。IFNγ産 生 性NK細 胞e.1%,TNFα 産 生 性NK
細 胞L3%,IFNγ+TNFα 産 生性NK細 胞 くO.1%であ った。
表1.HCV感 染 群 と非 感 染 群 の臨 床 的 特徴
項目HCV(+)HCV(一)統 聯 定
症例数54N.S.
年齢(歳)50、4±12.665.0±6.7N.S、
性別 男性:女性3:23:lN,S.
透析期間(月)195.6+154.8126.3±74.1N.S.
N.S.:notsignificant
(SPSSStatistics社,東京)を用い,p<0.05を統2)新 鮮 リンパ球 に おけ るNK細 胞 集 団 の解
計 学的有意差 あ りと判定 した。 析の比較
新鮮 リンパ球 の表 面 染 色 にお け るNK細 胞 集
結 果 団の解析 を表2に 示す。全 リンパ球 中のNK細 胞
1)HCV感 染群 と非 感染群 の臨床的特 徴 の比 比 率,全 リンパ球 中 のCD56diMNK細胞比 率 は有
較 意差 を もって,HCV感 染群 が低か った。また,全
HCV感 染群 と非 感染群 の臨 床的特 徴 を表1に リンパ球 中 のCD56b「tghtNK細胞 比 率,NK細 胞
示す。両 群間 で,有意差 が認 め られ るもの はなかっ 中のCD56b「」9htNK細胞比率,NK細 胞 中のCD69
た が,HCV非 感 染群 と比 較 してHCV感 染群 で 陽性比 率 に有 意差 は認 め られ な いが,HCV感 染
は,年齢 が低 く,透析期 間が長 い傾 向 にあった。ま 群 の 方 が 高 い 傾 向 に あった。NK細 胞 中 の
た,原 疾患 はHCV感 染群 が慢 性糸球体 腎炎2名,CD56dimNK細 胞比 率は,HCV感 染 群の 方が低い
糖尿病性 腎症1名,逆 流性 腎症1名,ネ フローゼ 傾 向にあ った。
症候 群1名,HCV非 感 染群 が慢 性 糸 球体 陣 炎3表 に は示 して いないが,全 リンパ 球 中のNKT
名,糖 尿病性 腎症1名,IgA腎 症1名 で,2群 間 に 細胞比 率 に有意差 は認 め られなか った。(HCV感
有意差 は認 め られなか った。 染群1.7±0.8,HCV非感 染群4.1±5.0)
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表2.新 鮮 リ ンパ 球 にお け るNK細 胞 集 団 の 解析
測定項目H『 躍H賎 ～一)統 幣 定
全 リ ン パ 球 中 のNK細 胞 比 率17.5±11.035.0±14,0Pく0.05
全 リ ン パ 球 中 のCDS6b'ightNK細胞 比 率2.0±2、80、7±e,4N.S.
NK細 胞 中 のCD56b'ightNK細胞 比 率14.6±15.52.6±2.2N.S.
全 リ ン パ 球 申 のCD56d」mNK細 胞 比 率15.5±10.834.3+14.2pく0.05
NK細 胞 中 のCD56cl1「nNK細胞 比 率85.1±15.597.7±2.1N,S.
NK細 胞 中 のCD69陽 性 比 率4.2±4.22.1±O.6N.S.
N.S.lnotsignificant
表3.培 養 後 リ ンパ 球 に お け るNK細 胞 集 団 の 解 析
測定期 刺激H『 鼻+)H『 塊～一)統 幣 定
全 リ ンパ 球 中 のNK細 胞 比 率 一25.3±17.537.1±15.1N.S,
Anti-CD1617.5±10.934.2±15.ON.S,
全 リ ンパ 球 中 のCD56b「」ghtNK細胞 比 率 一2.8±430.8±e.3N.S.
Anti-CD162.7±4.50.8±0.5NS.
全 リ ンパ 球 中 のCD56dimNK細 胞 比 率 一22.5±16.536.2±15.3p<O.05
Anti-CD1614,8±8.134.2±15.ON、S,
NK細胞中のCD69陽1生比率
An、iJCD165纈∴}・31:諏2ト 甑
「kl・*2:p<0.05
N.S、:notsignificant
表4.細 胞 内 染 色 を 用 い たNK細 胞 の サ イ トカ イ ン 産 生 能 の検 討
測定項目 轍H『 鳩～+)H『協一)統幣 定
IFNγ産生性NK細 胞 一 〇.3±0.20,2±0.lN.S,
Anti-CD160.2「ト0ユ0.1±0.lN.S.
TNFα産生性NK細 胞 一1.0+0.70.5±0.2N.S.
Anti-CD160.7+0.31.1±0.6N.S.
N.S.:notsignificant
3)培 養後iJンパ球 に お けるNI(細 胞 集 団 の も,無刺 激 に比較 して,抗CDl6抗 体刺激 で はNK
解析 の比較 細胞 中のCD69陽 性率 は有意 に高 くなっていた。
抗CDI6抗 体刺激 と無刺激 下で,16時間培養後4)NK細 胞 のサイ トカイ ン産生能 の検 討
の リンパ 球 の表面 染色 に お け るNK細 胞 集 団 の 刺激 の も と,16時間培養後 の リンパ球 の細胞 内
解 析 を表3に 示 す。無刺 激 での全 リンパ 球 中 の 染色 にお けるサ イ トカイ ン産生能 の検討 を表4に
CD56dlmNK細胞比率 は,HCV非 感 染群 に比較 し 示 す。無刺 激,抗CDl6抗体 ともに有 意差 は認 め ら
て,HCV感 染 群で有意 に低 か った。また,両 群 と れなかった。
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活性化や抗体依存性細胞障害(ADCC)に関わって
考 察 いる9)。今回の検討で,抗CDI6抗体刺激で16時
新鮮 リンパ球 においてのNK細 胞集団の解析 間培養 したNK細 胞 のCD69陽性率は,無刺激の
におい ては,全 リンパ球 中 のNK細 胞比 率が もの と比較 して,HCV感染群,非感染群 ともに有
HCV感染群の方が有意に低 かった。 この結果 は 意 に高 くなっていた。しか し,抗CD16抗体刺激で
慢性腎不全 を合併 していないC型 慢性肝炎症例16時 間培養後 のリンパ球 においてのNK細 胞集
を対象 としたLinら5)の報告 と同様の結果であっ 団の解析においては,す べての項 目でHCV感 染
た。 ま た,今 回 の検 討 で は,NK細 胞 中 の 群,非 感染群の2群 問に有意差は認められなかっ
CD56b「ightNK細胞比 率がHCV感 染群 で高 く,た 。また,無刺激で16時間培養後のリンパ球にお
NK細 胞 中のCD56djMNK細胞比率がHCV感 染 いてのNK細 胞集団の解析においては,全 リンパ
群で低 い傾向にあったのに対 して,Linらの報告 球中のCD56dimNK細胞比率がHCV非 感染群 と
で はNK細 胞 中 のCD56b「tghtNK細胞 比 率 が 比較 して,HCV感染群で有意に低 くなっていた。
HCV感 染 群 で 有 意 に 高 く,NK細 胞 中 の 抗CDl6抗体刺激で16時間培養後,細胞内染色
CD56diMNK細胞比率がHCV感 染群 で有意 に低 を用いたNK細 胞 のサ・fトカイン産生能 におい
い結果であった。 この点は今回検討 した透析症例 ても,IFNγ産生性NK細 胞及びTNFα産生性
での特微であるのか,今 後の検討が必要 と考えらNK細 胞 で2群 間 に有意差 は認 められなかった。
れ る。また,今回の検討では,全リンパ球中のNKCD56b「ightNK細胞 は,CD56dlmNK細胞 と比較し
細胞比率は,Hcv感染群,非感染群 ともにLinら て,有意 にIFNγ,TNFαなどのサイ トカ・fンを
の研究 に比較 して高かったが,血 液透析患者の全 産生する4)ことが報告 されている。今回の検討に
リンパ球 中のNK細 胞比率は,健常者 と比較 して おいて,NK細 胞 に占めるCD56b「ightNK細胞は,
有意 に高い ことが報告されてお り6),このため とHCV非 感染群 と比較 して,HCV感染群で高い傾
考えられる。また,HCV感染群,非感染群の2群 向を示す結果であった。CD16は,CD56b「'9htNK
間で活性化NK細 胞比率 に有意差は認 められな 細胞 と比較 して,CD56diMNK細胞に有意 に発現
いが,HCV感染群の方が高い傾向にあった。しか している1。)ため,抗CD16抗体刺激によるサイ ト
し,従来の検討では,HCV感染群の方が活性化 カイン産生能 において,2群問に有意差が認 めら
NK細 胞 は低い と報告されている5)。今回の結果 れなかった可能性が考えられる。
は,活性化NK細 胞 は加齢により低下する7)ため,
HCV非感染群の活性化NK細 胞比率 は年齢の影 結 語
響を受 けた可能性が考えられる。また,健 常者の9例 の慢性血液透析患者 に対 して,NK細 胞 を
NK細 胞中のCD56dimNK細胞比率は95.5±3,1%測定 し,以下の結果を得た。
で,透 析症例のHCV非 感染群の値 とほぼ同様で1.新 鮮 リンパ球の表面染色 において,全 リン
あった。このことより,NK細胞中のCD56diMNKパ球 中 のNK細 胞 比 率,全 リ ン パ 球 中 の
細胞比率が低下 しているのは,透 析導入によるもCD56damNK細胞比率は,HCV非感染群 と比較 し
のではな く,HCV感染 によるものである と考 え て,HCV感 染群で有意 に低 くなっていた。
られ る。透析患者は,輸 血歴がある患者や長期透2.NI(細 胞中のCD69陽性率は,新 鮮 リンパ
析患者がHCVに 感染する比率が高いこと8)が報 球及 び抗CD16抗体刺激 で の16時間培養後 も
告されてお り,また,観 血的な透析操作,頻 回のHCV感 染群,非 感染群の2群 問 に有意差 は認 め
医療行為などHCVに 曝露される機会 も多 く,透 られなかった。抗CD16抗体刺激で16時間培養し
析室内での水平感染の可能性が考 えられる。 た後,細 胞内染色を用いたサイ トカイン産生能で
CD16は,免疫 グロブリン(lgG)のFc部分 と は,HCV感染群,非感染群の2群 問に有意差 は認
結合する,Fcレセプターであり,主に,NK細胞 められなかった。
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